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中 国 林 蛙 的 分 子 系统 关系 
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RE. 测定 了 5 种 林 蛙 和 用 作 外 群 的 2 种 侧 福 蛙 和 !1 种 陆 蛙 的 线粒体 125 rRNA 基因 序列 393 bhp。 序列 两 两 
对 位 比较 表明 内 外 群 间 的 位 点 蔡 换 率 是 7.308 23.1%, AMPH AMA 0.0631 9.2%. KHER DNA 序 
列 ， 用 距离 法 和 最 大 简约 法 的 系统 发 育 分 析 表 明 : DWRN 各 种 林 蛙 聚 为 一 支 ， 构 成 单 系 群 ， 并 有 高 的 BPs 值 
(90% LAE) 支持; 回 6 种 林 蛙 可 以 分 成 2 个 姐 蒜 群 ， 即 中 国 林 蛙 ， 黔 龙 江 林 蛙 和 桓 仁 林 蛙 为 一 组 【《BPs > 
94%), URI PRE. FR ae eke A KE — (BPs > 50%), 二 昭 觉 林 蛙 与 镇 海 林 蛙 有 较 近 的 亲缘 关系 ; D 
中 国 林 蛙 的 榆 中 种 群 与 性 丹 江 种 群 间 的 遗传 分 化 似乎 达到 了 种 级 分 化 水 平 。 
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林 峙 又 名 “褐色 蛙 ” 或 “棕色 峙 ” (brown 
frog)， 是 以 欧洲 林 蛙 ( Rana temporaria) 为 代表 的 
一 个 自然 类 群 。 费 梁 等 (1990) 把 我 国 隶属 蛙 属 
(Rana) 的 物种 重新 划分 为 11 个 属 ， 其 中 林 蛙 类 
单独 成 属 即 林 蛙 属 (Rana), HES (1995) 对 林 
蛙 属 的 系统 学 研究 历史 和 有 待 解决 的 问题 进行 了 综 
述 ， 并 认为 世界 上 有 林 蛙 约 29 种 、 中 国有 10 种 。 

林 蛙 属 的 绝 大 多 数 物 种 已 有 核 型 资料 。 根 据 核 
型 的 情况 可 把 林 峙 分 成 两 大 类 ， 一 类 为 2n = 24, 
Fi — 2B E 2n = 26。 谢 峰 (1996) 依据 形态 性 状 对 
中 国产 12 种 林 蛙 进行 了 系统 发 生 研究 ， 其 结果 表 
明 林 蛙 属 东洋 界 分 布 的 原 隶 属于 日 本 林 峙 的 各 物种 
(OBE RIE, WR RE PRUE, GE PRE, MA PRE AT AR 
ROSE) 为 一 个 单 系 群 ， 初步 认为 我 国 林 蛙 染色 体 
2n = 24 的 物种 为 一 个 并 系 。 而 Tanaka et al. 
(1996) 根据 对 日 本 的 林 蛙 属 物种 的 发 粒 体 细胞 色 
Kb (otb) 基因 序列 分 析 结 果 ，, 认 为 29=24 的 3 
个 种 构成 一 个 单 系 群 。 

有 关 林 峙 类 的 分 子 系统 学 研究 ， 日 本 学 者 做 了 
比较 多 的 工作 ， 如 Tanaka et al. (1996), Tanaka- 
Ueno et al. 【1998a，1998b )。 他 们 的 研究 工作 主 
要 是 从 测定 线粒体 基因 组 中 的 细胞 色素 b 基因 片段 
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的 序列 人 手 探讨 日 本 和 部 分 邻近 国家 和 地 区 林 蛙 的 
系统 发 生 关 系 。 本 文 拟 从 测定 线粒体 基因 组 中 的 
123 核糖 体 RNA (rRNA) 基因 片段 的 序列 人 手 探 
讨 一 些 中 国 大 陆 林 峙 的 系统 发 生 关 系 。 


1 材料 和 方法 


1.1 标本 材料 

ARRIER 6H, MAEA (Pelophylax) 2 
种 ， 陆 蛙 属 【Feieruarra) 1 种 ， 见 表 1。 
1.2 总 DNA 的 提取 

采用 SDS/ 和 蛋白 酶 K 裂解 ， 酚 所 仿 抽 提 法 从 保 
存 于 75 名 的 酒精 或 - 20% 冻 存 的 腿 部 肌肉 提取 总 
DNA。 
1.3 目的 基因 片段 的 扩 增 与 序列 测定 

应 用 通用 引物 L1091(5'-GCTTCAAACTGGGAT- 
TAGATACCCCACTAT-3’), H1478 ( 5‘-TGACTGCA- 
GAGGGTGACGGGCGGTGTGT-3') {Kocher et al., 
1989) 扩 增 和 测定 线粒体 125 rRNA 基因 部 分 序列 。 
扩 增 产物 用 Wizard™ PCR Preps DNA 纯化 试剂 盒 
(Promega 公司 ) 纯 化 。 两 条 互补 链 均 测定 序列 ,多 
数 序列 用 银 染 测序 技术 测定 ,部 分 序列 用 ABI 310 
基因 分 析 仪 测定 - 银 染 测序 试剂 盒 购 自 Promega 公 
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表 1 


属 (genua) 种 名 (species name) 


HKN Rana HEARSE R. chensinensis (Y) 
中 国 林 峙 R. ohersinensis (M) 
黑龙 江 林 峙 只 amurensis 
HEP R. Auanrenensis 
镇 海 林 圣 R. zhenhaiensis 
IRERE R. vmemontis 
BEHE R. chaorhiaoensis 

WAER Pelophylax RAMH P. nigromaculata 
ERRE P. pany 

陆 蛙 属 Faerarya hi F. limnocharis 


属 级 分 类 阶 元 依据 费 梁 等 (1990) MBB (1999) [genenc taxa follow Fei et af. (1990) and Fei (1999)], 
司 , BigDye 试剂 盒 购 自 PE Applied Biosystems, 


1.4 序列 分 析 


用 Clustalw 程序 {Thompson et af. ,1994) 对 测定 
的 序列 进行 对 位 排列 。 用 分 子 进化 遗传 分 析 软 件 
MEGA(Kumar et af. ,1993) 分 析 各 物种 间 DNA 序列 
差异 。 采 用 MEGA 中 的 邻接 法 (Neighbor-joining 
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本 研究 检测 的 物种 
Table 1 Species examined in thi study 


采样 地 点 《 ocality) 


甘肃 榆 中 Yuzhong, G. 160 
黑龙 江 特 玉江 Modanji:og, Heilongjiang 
黑龙 江 牡 丹 江 Mudanjing，Heilongjiang 
THEE Huanren, Liaoning 

浙江 镇 海 Zhenhai，Zhejiang 
MNRE Emei, Sichuan 

四 川 本 里 Muli, Sichuan 

KEI Huogiu, Anhui AF205548 
KREM Wuhu, Anhui 

IMAR Nanjing, Jiangsu 
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基因 库 索 取 号 

(accession numbers in GenBank ) 
尚未 存 人 not in GenBank 
AF205542 

AF205543 

WARAA not in GenBank 
AF205546 

AF205545 

AF205544 


MARFA not in GenBank 
AF205549 


演 系统 发 生 关 系 ; 并 用 黑 斑 便 裙 蛙 . 金 线 侧 褐 蛙 和 泽 
陆 蛙 12$ cRNA 基因 有 关 片 段 的 序列 作为 外 群 比 较 ， 


2 结果 与 分 析 


method ,N-J) 和 UPGMA 法 (依据 Tamura 距离 ), 以 及 ”2.1 遗传 差异 


PAUP3.1.1 中 的 简约 法 tmaximum parsimony , MP ) 推 





表 2 测定 序列 中 的 变异 位 点 


Table 2 Yariable sites of sequences among examined taxa 


位 点 (sites) 

11 1111111111 
4556779900 1222333444 
5344453479 2129126123 
CTCTCTAAGC AGGAATCTTT 





同时 应 用 自 举 检验 {bootstrap test, Felsenstein, 1985) 
估计 系统 树 中 结 点 的 置信 值 。 


测定 的 序列 结果 用 Clustalw 软 件 进行 对 位 排列 


1111111111 1111111222 
4455577778 8999999000 
4701347894 6145675246 
TITCTCATCA = ATTACATTGT 





T. AA... CTT A. UTA. CEC. . AGC, . GCUTT. CA, T 
TAAL. CT A.CTA.. CCE. ALC. . GCCTT. CA. C 
.AAAT.C..T „ÀA, TCTA.C  COCT. AGCT. G. CC, GUGAC 


TAAAT.T..T  GAACTICTA. C 
.AAAT.C..T ÅA. TCTA.C 
TAAAT. T.. T =. AACTCTA. C 
TAAAT.06.T = ., ACTCTA.. 
TAAAT.C.. T ..ACTCTA.. 
TAAATACG, T  . ,ACTCTAC. 


位 点 (sites) 


2222222222 2223333333 3333333333 
4555555668 8890000111 1122334444 
7023458231 2382348 123 4905481278 








CTAAAACTGA CCTGCAGACA GACAAGGAAT 
TUG, | TACA; TIGCTGAC. T ATGCTAAG. ， 


类别 (taxa) 
1112222 2223333344 
6784686134 5790134913 
FL Limnocharis GICTTCCTAC = GS TTCTGTC-A 
已 nigromaculata .CTATACCA — CCAACAAAG. 
P. plancyi . C. CATACCA — CCAACAAAG, 
R chensinensis(M) AC. CATACTA — CCA--ACAGG 
R chensinensis |ï) .C.CATACTA CC. A-ACAGG 
R amurensis AC. CATACTA = CCAA-ACAGG 
R. huanrenensis C. CATACTA — CCCA-ACAGG 
R. chaachiaoensis ~C.CATACTA = C-CA-ACAG. 
R. omermontis .CCATACTA = C-CA- ACAG, 
R chenharensis .CTCATACTA C, CA-ACAA. 
RA (taxal 
2222222222 
0011141224 
7815679565 
FO fimnacharis TUCCACTGAA 
& nigromaculata C. T. C-CACG 
P. plancyi C. TIC-. ACG 


A ebensinensis (MI). TT. CAC. T. 
A. chensinensis (Y) . TT. CAC. TG 


A amurensis . TT. CAC. T. 
A. fuanrenensis . TT. CAC, TG 
A. chaachiaoensis .. TEC. C, FG 
R. omeitontis .. TTC. CAT. 
R. shenharensis .+ TTG. CACG 


TCG. . TACAG TIGCGGACTT ATGCTAAG. . 


TAG, TT. A. 
TA. G. T. CA. 
TAG. . TT. A. 
TA:G. T. CA. 
TAG. . T. CA. 
TAG... T, CA. 
TAG, GTTCA. 


T. GATGAC. T ATGTTAA. GC 
TIGATGAC. T ATGTTAA. GC 
T, GATGAC. T ATGTTAA. GC 
TTGATGAC. T ATGTTAA. GE 
T. GATGAC, T ATGTTAA. C, 
TEGATGAC. T ATGTTAA. C. 
. TGATGAC. T ATGTTAA. C, 


REE HREM RA those with black background are among brown frogs} 


CCCTCAGCT. GOCC. UA. X 
CECT. AGCT. G. CC. GCGAT 
CECTCADCT. GECE. GCA. € 
CEC.. AGCTC GC. C. GCA. C 
CCC... AGCT. GC. C. GUA € 
ccc, , AGCT. GC. C. GCA. C 


3333333333 33 
5555555666 88 
0134689078 01 
ACAGTCTCAT AT 
GAT... CTC. GC 


GAT, .. CTE. GU 
GAT, ... TCC GE 
GAT... . TCC Gt 
GAT....TCC GC 
GAT....T0C GC 
GAT....TCC GC 
GAT....1CC GC 
GATCETCTCC GC 
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后 有 393 bp， 其 中 共有 112 个 核 苷 酸 变 异 位 点 ， 林 
蛙 间 的 变 蜡 位 点 有 42 个 〈 表 2)}。 序列 的 差异 数 和 
碱 基 替 换 情况 统计 于 表 3。 大 部 分 序列 已 存 人 Gen- 
Bank ( 见 表 1)。 

泽 陆 蛙 与 其 余 物 种 间 的 序列 变异 最 大 Be 
换 率 均 在 20% E. WEEE 2 2) BP el 
EPKER, 121.3%; 它们 与 林 蛙 类 的 碱 基 替 
HERE, 7.3% ~ 10.8%。 林 蛙 属 物种 间 的 碱 


基 蔡 换 率 多 数 较 低 ， 在 6% 以 下 ; AAR ES 
中 国 林 蛙 、 黑 龙 江 林 蛙 和 醒 夺 林 蛙 的 替换 率 较 高 ， 
在 7.8% ~9.25% 之 间 。 

序列 变异 位 点 基本 上 是 转换 (Itransition) 多 于 
Miti (transversion), AP EF A RR A 
类 群 中 更 显著 。 这 与 Smon e at. (1994) 的 分 析 
基本 一 致 ， 即 在 任何 给 定 的 支 系 中 ， 亲 缘 关 系 接近 
的 物种 间 总 是 有 更 高 的 转换 差异 比例 。 


B®} 9 file 125 rRNA 基因 片段 序列 转换 / 娥 换 数 {上 三 角 ) 和 序列 差异 百分数 (下 三 角 ) 
Table 3 Numbers of transitions/transversions (upper triangle) and percent sequence divergence 
(lower triangle) for 125 rRNA gene sequences of 9 species examined 
laxa 上 2 3 4 5 6 7 g 9 10 





L F. limnocharis 一 48732 48/32 51731 55/32 51732 55/32 46/33 46/32 55/33 
2 P. nigromaculata 0.209 = 3/2 29/9 25/11 29⁄9 234711 147/13 161220415 
3 P. plancyi 0.209 0.013 = 32/9 28/711 32/9 27/11 148/713 17712 M15 
4 R. chensinensis (M) 0.217 0.100 0.104 = 14/2 0/0 13/2 17/5 1744 28/7 
5 R. chensinensis (Y) 0,228 0.094 0.102 0.042 = 14/2 20 1673 16/2 2775 
ó R. amurensis 0.218 0.099 0.107 0.000 0.042 = 13/2 17⁄5 1774 28/7 
7 R., huanrenensts 0.229 0.091 0.099 0.039 0.005 0.039 = 1473 14/2 25/5 
8 R. chaochiacensis 0.207 0.078 0.081 0.058 0.049 0.057 0.044 a 4/] 12/4 
9 R. omeimontis 0.205 0.073 0.076 0.055 0.047 0.055 0.042 0.013 — 1273 
10 R. zhenhaiensis 0.231 0.094 0.096 0.092 0.083 0.091 0.078 0.042 0.039 5 


成 对 比较 时 去 除 缺 失 (with gaps deleted in each pairwise comparison of sequences } ¢ 


2.2 系统 发 生 关系 

从 系统 发 生 关系 的 分 析 结 果 看 ， 无 论 是 N-J] 法 
(H14), UPCMA 法 (图 1B) 还 是 MP 法 (图 1C) 
的 系统 发 生 树 都 表明 本 文 研 究 的 林 蛙 物种 构成 单 系 
群 , 而且 都 有 很 高 的 结 点 支持 值 ， 分 别 为 95%、 
90% 和 91%. RHMREASR MBER HR; 
泽 陆 蛙 与 其 他 蛙 分 开 ， 单 独 形成 一 支 。 

3 种 构 树 方法 所 得 系统 发 生 树 都 一 致 表明 所 研 
究 的 6 种 林 蛙 分 成 2 支 ， 镇 海 林 蛙 、 昭 党 林 蛙 和 峨 
eR, PRX: 中 国 林 蛙 、 黑 龙 江 林 
蛙 和 醒 夺 林 蛙 形成 另 一 支 ， 即 北方 支 。 每 一 支 都 有 
较 高 的 结 点 支持 值 ， 分 别 为 87% ~ 52% Fl 95% ~ 
90% . 

3 种 构 树 方法 所 得 系统 发 生 树 都 一 致 表明 中 国 
林 蛙 榆 中 种 群 先 与 桓 仁 林 蛙 相聚 ， 而 其 东北 种 群 先 
和 黑龙 江 林 蛙 相 聚 ， 其 结 点 支持 值 都 非常 高 ， 从 
98% 到 100% . 

N-J 法 和 MP 法 所 得 系统 发 生 树 一 致 表明 昭 觉 
林 购 首先 与 镇 海 林 蛙 聚 为 一 支 ， 其 结 点 支持 值 较 
低 , 分 别 为 47% 和 34%: 然后 与 峨 层 林 蛙 聚合 ， 
结 点 支持 值 前 者 较 高 ， 为 87% ， 后 者 较 低 ， 是 
52%., UPGMA 法 所 得 系统 发 生 树 则 表明 昭 觉 林 蛙 
先 与 峨眉 林 诗 相聚 ， 结 点 支持 慎 很 高 ， 为 9%; 然 


ASABE RARE, SARA. A 
72% « 

3 讨论 

3.1 序列 差异 与 分 类 单元 的 等 级 关系 

就 本 文 所 考察 的 3 个 属 10 种 间 的 序列 差异 情 
a (#3), RAMP MPH SHAR 7.3% ~ 
23.1%， 大 于 属 内 物种 间 的 变化 值 0.0% ~ 9.2%, 
但 它们 的 变化 范围 有 重 释 区。 因此 ， 不 能 简单 地 仅 
MH DNA 序列 差异 的 大 小 来 判断 它们 是 属 内 或 
者 属 间 的 差异 ， 对 于 重 释 区 的 单元 更 要 注意 。 一 般 
情况 下 ， 参 考 基因 树 与 物种 树 (已 有 的 资料 记载 或 
自己 的 研究 结果 ) 的 一 致 性 程度 ， 则 可 推论 有 关 分 
类 单元 的 等 级 。 

3.2 中国 林 蛙 属 物种 的 系统 关系 与 分 类 学 问题 

HM BBS (1995) 在 中 国 分 布 的 日 本 林 蛙 
(R japonica ) W AWE pki (Rana zhenhaiensis }, 
与 分 布 于 日 本 的 日 本 林 蛙 明显 不 同 。 因 此 ， 本 文采 
用 镇 海 林 蛙 名 称 。 

从 图 1 可 知 ， 6 种 林 蛙 明显 分 为 两 组 ， 醒 仁 林 
蛙 、 黑 龙 江 林 蛙 和 中 国 林 蛙 为 一 组 ,峨眉 林 蛙 、 昭 
觉 林 蛙 和 镇 海 林 蛙 为 男 一 组 ,这 与 刘 承 钊 等 {1961)、 
谢 锋 (1996) 的 形态 学 分 析 结 果 一 致 ,而 不 支持 Dubois 
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100 p Rehensinensis (M) 
R.amurensis 
R.chensinensis (Y) 
R. huanrenensis 










Romeimontis 
R.chaachiaoensis 
R.zhenhaiensis 
P. nigromaculata 
P.plancyi 

F limmocharis 


100 r R.chensinensis (M) 
R.amurensis 
R.chensinensis (Y) 
R. huanrenensis 





R.zhenhaiensis 
R.chaachiaoensis 
R.omeimontis 

P nigromaculata 
P.plancyi 


F limnocharis 


R.chensinensis (M) 
R.amurensis 
R.chensinensis (Y) 
R huanrenensis 

R chaochiaoensis 
R. zhenhaiensis 
R.omeimontis 
P.nigromaculata 
P.plancyi 
Flimnocharis 





图 1 中 国 林 蛙 的 系统 发 生 关 系 

Fig.1 Phylogenetic relationships of brown-frog from China 
A.NJ; B.UPGMA; C.MP。 图 中 数字 为 自 举 检验 置信 值 
(1000 个 复制 序列 】 [aumbers on the tree represent confidence val- 
ues from bootstrap test {1000 replications) ] 。 
(1992) 的 把 桓 夸 林 蛙 和 昭 觉 林 蛙 归 人 同一 种 组 即 
Rana temporaria 种 组 的 建议 。 

刘 承 钊 等 (1961) 认为 分 布 于 四 川 峨眉 一 带 的 
林 蛙 与 华东 地 区 的 林 蛙 存在 明显 差异 ， 但 都 是 日 本 
林 蛙 而 不 是 昭 觉 林 蛙 ， 这 暗示 峨眉 林 蛙 与 华东 地 区 
的 林 蛙 亲缘 关系 较 近 。 但 本 文 的 DNA 序列 分 析 结 
SR ( 表 3) 表明 峨眉 林 峙 与 昭 党 林 蛙 亲缘 关系 较 
近 ， 而 系统 发 生 树 中 ， 只 有 UPGMA 树 支持 此 观 
点 ， 其 他 2 种 树 N-J 和 MP 都 认为 昭 觉 林 蛙 与 镇 海 
林 蛙 有 较 近 的 亲缘 关系 。 这 3 种 林 蛙 在 125 TRNA 


基因 序列 上 存在 明显 的 差异 。 

本 文 分 析 的 中 国 林 蛙 栓 中 种 群 和 东北 种 群 间 的 
序列 差异 为 4.2% ( 表 3)， 大 于 其 东北 种 群 与 框 仁 
林 蛙 间 的 序列 差异 3.9%; 而 且 中 国 林 峙 榆 中 种 群 
先 与 桓 夸 林 蛙 相 聚 ， 而 其 东北 种 群 先 和 黑龙 江 林 蛙 
相聚 ， 其 结 点 支持 值 都 非常 高 ， 从 98% Bl 100%. 
这 表明 中 国 林 蛙 的 这 两 个 种 群 间 的 分 化 比较 大 ， 可 
能 达到 种 级 水 平 的 分 化 。 这 在 一 定 程 度 上 支持 谢 锋 
(1999, 2000) 的 观点 ， 即 中 国 林 峙 东北 种 群 应 
恢复 为 一 有 效 物 种 , 即 东 北林 峙 (Rana dybowskii ) ; 
Pl ph aE AE AP RO a, Be 
PRE (R, hukunoris )。 

采 自 黑龙 江 省 牡丹 江 市 部 的 中 国 林 蛙 与 黑龙 江 
林 蛙 的 125 rRNA 基因 序列 问 仅 有 2 个 碱 基 位 点 的 
缺失 或 插 人 之 差 ， 所 以 在 去 除 缺 失 或 插 人 之 后 的 序 
列 差异 分 析 时 ， 两 者 间 的 核 苷 酸 变异 值 为 0%。 与 
其 他 林 蛙 相 比 ， 这 2 种 林 蛙 的 序列 差异 偏 小 。 这 可 
能 表明 它们 间 的 亲缘 关系 的 确 很 近 。 但 是 ， 这 2 个 
物种 的 标本 采 自 同一 地 点 ， 即 黑龙 江 省 牡丹 江 市 
郊 。 因 此， 有 必要 深入 研究 这 2 种 蛙 间 的 关系 。 
3.3 ， 构 树 方法 与 系统 发 生 树 的 关系 

分 子 进化 树 的 构建 方法 有 3 大 类 (BET, 
1993)， 即 简约 法 、 臣 离 矩阵 法 和 最 大 似 然 法 。 由 
于 目前 还 不 能 对 序列 数据 作 合理 的 加 权 ， 事 先 也 不 
知道 进化 速率 是 否 均 匀 ， 所 以 常常 联 用 几 种 方法 。 
本 文 应 用 了 2 类 方法 ， 即 简约 法 〈《PAUP3.1.1 中 
的 MP 法 ) MERER (MEGA 中 的 UPGMA 和 
N-J 法 )。 这 3 种 分 析 法 总 体 结果 基本 一 致 ， 差 异 
表现 在 镇 海 林 蛙 、 昭 觉 林 蛙 和 峨眉 林 蛙 3 个 种 的 系 
统 关系 上 ， 其 中 N-J] 法 和 MP 法 结果 是 一 致 的 (图 
1; A，C)。UPGMA 法 是 绝对 依据 各 单元 间 的 遗传 
历 离 来 确定 它们 的 系统 关系 ,这 在 进化 速率 不 均衡 
时 可 能 造成 分 支 长 度 不 可 靠 ， 则 很 可 能 获得 错误 
树 。 此 时 ，N-J 法 更 能 反映 出 客观 的 进化 图 景 。 从 
N-J 法 所 得 系统 发 生 树 知 ， 从 昭 觉 林 蛙 到 峨眉 林 蛙 
的 通 径 明显 小 于 它 到 镇 海 林 蛙 的 通 径 。 所 以 ，UP- 
GMA 法 之 树 是 昭 觉 林 峙 与 峨 届 林 蛙 相 紊 , 一 起 构 
成 镇 海 林 蛙 的 姐妹 群 。 

3.4 ”线粒体 125 rRNA 在 动物 系统 发 生 研究 中 的 

应 用 前 景 

在 线粒体 基因 组 中 ，125 rRNA 基因 与 控制 区 
(control region) 和 Cyt b 基因 等 相 比 较为 保守 ， 即 
它 的 进化 速率 偏 慢 ， 很 多 研究 常常 应 用 它 来 分 析 比 
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较 高 级 的 分 类 阶 元 如 科 级 间 的 系统 发 生 关 系 (Hay 
et al., 1995), RTH AIRE 125 RNA 基因 在 
蛙 科 动物 的 亚 科 、 属 和 种 间 存 在 大 的 变异 ， 能 很 好 
地 反映 出 它们 的 系统 关系 。 类 似 的 发 现 早 在 本 世纪 
70 FRR ARIA. Wallace et al, (1973) 指出 ， 
在 Rane MA, AR. HESAR, MBA. 
DNA 存在 异常 大 的 差异 。 因 此 ， 我 们 不 能 绝对 地 
认为 125 rRNA 基因 只 能 用 于 科 级 阶 元 以 上 的 系统 
发 生 研究 。 

事实 上 ， 现 实 中 的 系统 学 家 真正 关心 的 是 被 检 
性 状 是 否 展示 出 适合 于 解决 问题 的 变异 ， 各 个 性 状 
是 否 有 明确 的 和 独立 的 遗传 基础 ， 数 据 是 否 具有 可 
比较 性 ， 分 析 方 法 是 否 正确 (Hillis et al.，1996)。 
Sumida et al. (1998) 利用 12S rRNA 基因 序列 探 
讨 了 日 本 3 种 〈 亚 种 ) 塘 蛙 (pond frog: Rana nigro- 


maculata , Rana porosa porosa , R. p. brevipoda ) 的 进 
化 关系 ， 结 果 表 明 125 rRNA 基因 序列 在 种 间 有 明 
显 差异 ， 而 在 种 内 无 差异 。 本 文 应 用 125 rRNA Æ 
因 序 列 分 析 了 中 国 6 种 林 蛙 的 系统 发 生 关系 ， 所 得 
结果 客观 ， 与 传统 形态 学 阐述 的 系统 关系 基本 一 致 
( 谢 锋 ，1996)。 因 此 ，125 rRNA 基因 在 动物 系统 
发 生 研 究 中 具有 广泛 应 用 前 景 ， 尤 其 在 种 的 识别 方 
É (Simon et al., 1994), 
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Phylogenetic Relationships of Chinese Brown Frogs Inferred from 
Mitochondrial DNA Sequence of 12S Ribosome RNA Gene 


JIANG Jian-Ping¥® ZHOU Kai-Ya? 
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(@ Chengdu Institute of Biology, the Chinese Academy of Sciences, Chengdu 610041, China) 


Abstract; Aligned 393 base pairs of the mitochondrial 
12S rRNA gene from 6 species of Chinese brown frogs. 
and Fejervarya limnocharis, Pelophylax nigromaculata 
and P. plancyi selected as outgroup were sequenced. 
Pairwise comparisons showed that the site variability be- 
tween ingroup and outgroup members ranged from 
7.3% to 23.1%. The variability among ingroup mem- 
bers ranged from 0.0% to 9.2%. 

Phylogenetic analyses based on these DNA se- 
quence data by the neighbor-joining and maximum par- 
simony methods showed: (D These six species of Chi- 
nese brown frogs grouped together and formed a mono- 
phyletic clade (BPs value > 90%). @The six species 


of ingroup were divided two sister groups, i. e. Rana 


chensinensis, R. amurensis, and R. huanrenensis 
clustered together (BPs value > 94%), and R. 
omeimontis, R. chaochiaoensis and R. zhenhaiensis 
formed another cluster (BPs value > 50%). © R. 
chaochiaoensis was more closed to R. zhenhaiensis 
than R. omeimontis. @ The Yuzhong population of 
R. chensinensis related to R. huanrenensis while the 
Mudanjiang population of R. chensinensis was close to 
R. amurensis. This indicates that the differentiation 
between the two populations of R. chensinensis is like- 
ly to be at species level. So R. fukunoris including 
the Yuzhong population of R. chensinensis and R. 
dybowskii including the Mudanjiang population of R. 


chensinensis may be revived as two valid species. 
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